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Abstract 
The capuli tree (Prunus serotina subsp.capuli) is native to North America but is widely 
distributed in cold and temperate regions of South America, especially in Ecuador. It's 
fruit, a small berry, is of great commercial interest due to its therapeutic properties as 
antioxidants, which are associated with the treatment of cardiovascular and inflammatory 
diseases. Both national producers and indigenous communities harness this resource 
o make jams and fermented beverages. Although is not cultivated agriculturally 
in Ecuador, it is intriguing to study its reproduction mechanisms for application in 
agriculture and reforestation programs. In species like P serotina, it is interesting to 
understand the mechanism of GS! (gametophytic self-incompatibility) that has evolved 
in hermaphroditic flowers to prevent inbreeding and thus limit fruit production. GSI 
is regulated by the S locus, which consists of two crucial genes: the S-RNase gene 
expressed in the pistil) and the SFB gene (expressed in the pollen). The interaction 
between these two genes activates or deactivates certain proteins that determine the 
compatibility or incompatibility of a particular cross, functioning as a molecular complex 
Licencia Creative Commons similar to a lock and key system. Because of this system, crosses between genetically 
E related individuals are prevented from producing fruit, as the growth of pollen tubes is 
E) O) S) truncated, preventing them from reaching the ovary and fertilizing the ovule. With the 
aim of studying the expression of the S-RNase gene in compatible and incompatible 

crosses of the capuli, controlled pollinations were carried out, and RNA was extracted 
d 

e 


for RT-gPCR analysis. Statistical analysis ofthe C, values obtained from the gPCR reveale 
ñ no significant difference in the expression of the S-RNase gene between compatib 
aos and incompatible crosses, as determined by ANOVA (p = 0,0632). To complement these 
ES findings, an analysis of pollen tube development in the different crosses was performed, 
Recibido / allowing for a better understanding ofits relationship with the expression ofthe S-RNase 
Received: gene. ltwas observed thatin incompatible crosses, 50% of pollen tubes exhibited growth 
o up to the style. These results suggest that in the case of capuli, suppression of the GSI 
Aceptado / system could occur, causing crosses considered incompatible to act as compatible. This 
E study provides valuable information about the reproduction mechanisms of the capuli 
AS and may have significant implications for its cultivation and conservation. However, 
Publicado en línea / further research is needed to fully understand this phenomenon and its potential 
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09/11/2023 impact on agriculture and reforestation. It is hoped that this knowledge will contribute 
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o the sustainable development of this species and its responsible use for the benefit of 
ocal communities and the ecosystem as a whole. 


Keywords: capuli, Prunus serotina subsp. capuli, Gametophytic Incompatibility System 
GSI), S-RNase, RT-qgPCR 


Resumen 

El árbol de capulí (Prunus serotina subsp.capul) es nativo de América del Norte, pero 
se encuentra ampliamente distribuido en zonas frías y templadas de Sudamérica, 
especialmente en Ecuador. Su fruto, una pequeña baya, es de gran interés comercial 
debido a sus propiedades terapéuticas como antioxidantes, que están asociadas al 
tratamiento de enfermedades cardiovasculares e inflamatorias. Tanto los productores 
nacionales como los pueblos ancestrales aprovechan este recurso para elaborar 
mermeladas y bebidas fermentadas y/o espirituosas. Aunque no se cultivan de forma 
agrícola en Ecuador, resulta intrigante estudiar sus mecanismos de reproducción para 
aplicarlos en programas de agricultura y reforestación. En especies como P serotina 
es interesante entender el mecanismo GSl (gametophytic self-incompatibility) que ha 
evolucionado en flores hermafroditas para evitar la endogamia y, de esa manera, limitar 
a producción de frutos. El GSl está regulado por el Locus S, que consiste en dos genes 
cruciales: el gen S-RNasa (expresado en el pistilo) y el gen SFB (expresado en el polen). La 
interacción entre estos dos genes activa o desactiva ciertas proteínas que determinan 
a compatibilidad o incompatibilidad de una determinada cruza, funcionando como un 
complejo molecular similar a una llave y una cerradura. Gracias a este sistema, se evita 
que las cruzas entre individuos genéticamente emparentados generen frutos, ya que se 
runca el crecimiento de los tubos polínicos, impidiendo que lleguen al ovario y fecunden 
el óvulo. Con el objetivo de estudiar la expresión del gen S-RNasa en cruzas compatibles 
e incompatibles del capulí, se llevaron a cabo polinizaciones controladas y se extrajo 
el ARN para realizar una RT-gPCR. Los análisis estadísticos de los valores €, obtenidos 
de las qPCR revelaron que no existe una diferencia significativa en la expresión del gen 
S-RNasa entre las cruzas compatibles e incompatibles, mediante un ANOVA (p = 0,0632). 
Para complementar estos hallazgos, se realizó un análisis del desarrollo de los tubos 
polínicos en las distintas cruzas, lo que permitió una mejor comprensión de su relación 
con la expresión del gen S-RNasa. Se observó que, en las cruzas incompatibles, el 50 
% de tubos polínicos tuvieron un crecimiento hasta el estilo. Estos resultados sugieren 
que, en el caso del capulí, podría ocurrir una supresión del sistema GSI, lo que provocaría 
que cruzas consideradas como incompatibles actúen como compatibles. Este estudio 
proporciona valiosa información sobre los mecanismos de reproducción del capulí y 
puede tener implicaciones importantes para su cultivo y conservación. Sin embargo, 
se necesita una investigación más profunda para comprender completamente este 
fenómeno y su potencial impacto en la agricultura y reforestación. Se espera que estos 
conocimientos contribuyan al desarrollo sostenible de esta especie y a su utilización 
responsable en beneficio de las comunidades locales y el ecosistema en general. 


Palabras clave: capulí, Prunus serotina subsp capuli, Sistema de Incompatibilidad 
Gametofítica (GS), S-RNasa, RT-qPCR 
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INTRODUCCIÓN 


Prunus serotina subsp. capuli (Cav. ex Spreng.) McVaugh pertenece a la familia Rosaceae. 
Se lo conoce como capulí y es originario de Norte América, pero su distribución llega 
hasta América del Sur, sobre todo en la región andina de Ecuador, en zonas frías y 
templadas sobre los 2000 metros a nivel del mar [1]. En cada racimo, florecen de 10 a 20 
flores blancas, de aproximadamente 1 cm, entre los meses de agosto y octubre. De estas 
se obtiene una baya verde que madura a finales de noviembre, adquiriendo tonalidades 
rojizas, marrones y negras [2]. 


En el Ecuador, tanto el fruto y las hojas, como su madera, tienen un alto potencial 
comercial [3-5], sin embargo, no se han establecido cultivos agrícolas para potenciar su 
producción [6]. Se ha reportado que el fruto cuenta con propiedades antioxidantes y 
antiiflamatorias que ayudan a combatir diferentes enfermedades tanto cardiovasculares 
como neurodegenerativas [7-9]. Los pueblos ancestrales ecuatorianos consideran al 
capulí un fruto tradicional para la preparación de la sagrada bebida 'jucho”, además de 
que las comunidades andinas lo utilizan como fuente de ingresos para elaboración de 
mermeladas [10,11]. 


Al igual que en otras especies del género Prunus, su flor es hermafrodita, es decir que 
tiene la parte reproductora femenina y masculina, lo que le ha llevado a desarrollar 
el Sistema de Incompatibilidad Gametofítica también llamado GS! (gametophytic 
self-incompatibility), con el fin de conservar la diversidad genética de la especie. 
Este sistema es controlado por el locus S, compuesto por el gen S-RNasa expresado 
en el pistilo, y el gen SFB expresado en el polen [12]. Ambos genes se encargan de 
producir proteínas específicas que al interactuar entre sí, determinan la compatibilidad 
o incompatibilidad de las cruzas [13]. El gen de la S-RNasa codifica proteínas específicas 
para el reconocimiento del polen y para activar las ribonucleasas que hidrolizan las 
cadenas de ARN [12,14,15]. 


Este sistema funciona debido a la interacción de los haplotipos (variación de un mismo 
gen) presentes tanto en el pistilo como en el polen, conocidos como haplotipos S 
(Figura 1). Por lo tanto, para considerar una cruza como incompatible, el haplotipo S 
(S1) del polen debe corresponder con alguno de los haplotipos S (51 o 52) del pistilo. 
Si ambos coinciden con el haplotipo S1, el mecanismo se activará, provocando que 
la S-RNasa no pueda formar el complejo molecular con la proteína SFB, y la S-RNasa 
permanecerá activa y degradará al ARN de los tubos polínicos. De esta manera, se 
detendrá el crecimiento, y el desarrollo del fruto se verá afectado [16,15,17]. En cambio, 
al observar una cruza compatible, el haplotipo (51) del polen, diferirá del haplotipo 
(S2) del pistilo, provocando que la S-RNasa encaje con el SFB formando el complejo 
molecular. Esto desencadena que las proteínas ubiquitinadas degraden a la S-RNasa, y 
que el ARN de los tubos polínicos no se vea afectado [18]. 


El objetivo de esta investigación fue cuantificar y comparar la expresión del gen de la 
S-RNasa en diferentes cruzas controladas del capulí y analizar el crecimiento de tubos 
polínicos para esclarecer su función en el sistema GSI. 
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Figura 1. Interacción de la S-RNasa y la proteína SFB en el Sistema de Incompatibilidad Gametofítica en cruzas 
incompatibles y compatibles en el capulí 


MATERIALES Y MÉTODOS 


Selección de muestras 


Los árboles utilizados en esta investigación se ubican en la hacienda “San Felipe" en 
Cayambe (N 00,04049 W 078,15900). Los árboles de capulí se encuentran sembrados 
junto al otro en una línea recta en una zona de la hacienda que tiene otros árboles 
frutales. Los árboles de capulí fueron numerados del 1 al 22 considerando su ubicación 
de sur a norte. Los árboles utilizados en el estudio fueron: 1, 14, 15, 17 y 22 (Tabla 1). 


Tabla 1. Clasificación de árboles según las cruzas realizadas entre árbol receptor y árbol donador 


Árboles del estudio 


Tipo de cruza Árbol receptor Árboldonador 
(pistilo) (polen) 
. 1:58 519 
Compatible 1 17 
17:54 51 
Compatibl 15 14 o 
Im ll 
ad 14: 520 521 
Incompatible 17 17 S4 51 
Incompatible 17 22 S4 51 
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Los alelos de la S-RNasa presentes en cada árbol se determinaron mediante marcadores 
moleculares CAPS diseñados para la especie [19]. Con esta información se determinaron 
cruzas compatibles e incompatibles [20]. Para las cruzas compatibles se utilizaron 
individuos con diferentes alelos, mientras que en las cruzas incompatibles se usaron 
individuos con los mismos alelos. Para mantener la homogeneidad de muestras, se 
consideraron 2 cruzas compatibles (1x17 y 15x14) y 2 incompatibles (17x22 y 17x17), 
donde la cruza 17x17 fue una autopolinización, es decir que se polinizó con granos de 
polen del mismo árbol [201. 


Polinizaciones controladas 


Para cada cruza, se extrajo polen de 50 flores con botones cerrados en estadío G [2]. 
Se usaron 120 flores en el estadío F y G [2] que fueron emasculadas (extracción de 
las anteras) para realizar las polinizaciones. Se verificó que la viabilidad del polen fuera 
superior al 80% con una tinción de Acetocarmín [21, 20]. Las 120 flores emasculadas 
se separaron: 60 para polinizar y 60 para el control (no polinizadas). A las 48 horas, el 
material vegetal fue recuperado, 100 pistilos (50 polinizados/50 control) se utilizaron 
para el análisis de la expresión de la S-RNasa y 20 pistilos (10 polinizados/10 control) para 
teñir con azul de anilina y ver mediante microscopía de fluorescencia el crecimiento de 
los tubos polínicos a lo largo del pistilo [20]. 


Análisis de la expresión de la S-RNasa mediante qPCR 


Se extrajo ARN de los pistilos recoletados después de las 48 horas de la polinización 
usando el protocolo de Gambino et al. [22] y Gómez et al. [23], agregando 2,6 pL de 
Glycoblue para teñir al pellet en el paso de precipitación con isopropanol. El ADN 
complementario se obtuvo con la metodología de Pazmiño [24]. 


Para analizar la expresión del gen en tiempo real, se realizó un RT=-qPCR, utilizando el 
gen housekeeping RPII, reportado como el más estable en la literatura [25], debido a 
su mínima variación de expresión en los diferentes tratamientos. Se debe contar con 
un gen housekeeping dentro de los experimentos para incrementar la confiabilidad 
de los resultados ya que sirve como base para calcular la expresión del gen de interés 
(S-RNasa). Las secuencias de los primers usados del gen de la S-RNasa y del gen RPII se 
tomaron de Gómez [25] (Tabla 2). La PCR en tiempo real fue realizada en el termociclador 
CFX96 TOUCH"" Bio-Rad, usando el protocolo de Erazo [26]. El protocolo consistió en 
una desnaturalización inicial a 957€ durante 10 min, luego durante 50 ciclos, se realizó 
una desnaturalización a 95 *C por 15 s, una hibridación a 55 *C por 30 s y una extensión 
a72*C por 30s. 
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Tabla 2. Secuencias de primers del gen S-RNasa y del gen housekeeping RPII 


Especie Primer , 
Gen p E Referencia 
referencial Forward Reverse 
S-RNasa Prunus dulcis TGCACTGGGTCGCAATTTAA TGTTCCACTCGTCTTCCCAA 25] 
Rel Prunus dulcis TGAAGCATACACCTATGATGATGAAG CTTIGACAGCACCAGTAGATTCC 25] 


Análisis estadísticos 


En el RT-gPCR se realizaron 3 réplicas técnicas para obtener los valores C,, los cuales 
indican la expresión del gen de la S-RNasa. Estos valores fueron analizados por el método 
de cuantificación relativa 244. Posteriormente, se normalizaron los datos mediante 
el software Minitab, y se realizaron pruebas estadísticas para determinar si la expresión 
diferencial era significativa [27]. Mediante un ANOVA de un factor en el programa 
R se comparó las medias entre las muestras polinizadas de las cruzas compatibles e 
incompatibles y obtener el valor p. 


Análisis del crecimiento de los tubos polínicos mediante microscopia de fluorescencia 
Para verificar los efectos de la expresión del gen a lo largo del pistilo, se debe entender 


la fisiología de los pistilos, que se divide principalmente en 3 áreas: estigma (stig), estilo 
(sty) y ovario (ov) (Figura 2). 


Figura 2. División del pistilo por secciones (estigma, estilo, ovario) 


Los pistilos se tiñeron con azul de anilina usando el protocolo de Baquero [20]. 
Posteriormente, se los observó bajo un microscopio de fluorescencia. Este tinte se une 
con un polisacárido presente en las membranas vegetales conocido como calosa, que 
se halla tanto en las paredes de los tubos polínicos como alrededor de los granos de 
polen, provocando una coloración azul verdosa cuando se expone al material a una luz 
especial azul o ultravioleta [28]. 
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Para analizar visualmente el crecimiento de los tubos polínicos, primero se tomó en 
cuenta la presencia o ausencia de polen en el estigma (Figura 3A-3B). Se observó la 
presencia de polen (en muestras polinizadas), esto indicó una polinización exitosa 
(Figura 3B). Segundo, se contó el número de tubos polínicos que se encontraban en 
cada sección del pistilo (estigma, estilo y ovario) (Figura 3C). Por último, se revisó si es 
que las puntas de los tubos polínicos presentaban una hinchazón acompañada del cese 
de la fluorescencia, ya que esto indica un truncamiento en el crecimiento de los tubos 
polínicos (Figura 3D). 


Estigma 


Estilo 


Entrando a 
la zona del 
ovario 


Figura 3. Características visibles para determinar el porcentaje de crecimiento de tubos polínicos a lo largo del 
pistilo. A) Poca presencia de polen en el estigma (control 15x14). B) Presencia de polen en el estigma (17X1). 
C) Crecimiento de tubos polínicos a lo largo del pistilo (17<17). D) Presencia de hinchazón del tubo polínico (TP) 
que determina hasta que sección se desarrolla (17x22). 


RESULTADOS 
Expresión de la S-RNasa 
A partir de los valores C, obtenidos de la RT-GPCR, se realizó una comparación de la 


expresión de la S-RNasa de las muestras polinizadas entre cruzas compatibles e 
incompatibles, en términos del valor €, (Figura 4). 
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Figura 4. Valores promedio de la expresión de la S-RNasa en las muestras polinizadas de cada cruza compatible 
e incompatible 


Se observan las medias de los valores C, de cada una de las cruzas con el valor p 
correspondiente, obtenido al comparar las medias de expresión entre los pistilos 
polinizados de las cruzas compatibles e incompatibles mediante un ANOVA de un factor 
que indica que entre los pistilos polinizados de las cruzas compatibles e incompatibles 
no se muestra una diferencia estadística significativa. 


Las cruzas compatibles tuvieron una media de 30,97 y las incompatibles tuvieron una 
media de 36,60. Al comparar ambos valores de la expresión de la S-RNasa de las cruzas 
compatibles e incompatibles, a través de un ANOVA de un factor, se obtuvo un valor p 
0,05 < 0,0632, lo que indica que no existe una diferencia significativa en la expresión de 
la S-RNasa, datos detallados en la Tabla 3 y complementados con la Figura 4. 


Tabla 3. Comparación de las medias de la expresión de la S-RNasa entre muestras incompatibles y compatibles 


Tipo de cruza 


Compatible 30,97 


0,0632 
Incompatible 36,60 


Crecimiento de tubos polínicos en cada cruza 


En cuanto a las cruzas compatibles, en la cruza 1x17, el 18,2 % de tubos polínicos creció 
hasta el estigma, y el 45,5 % llegó hasta el estilo, mientras que no se obtuvo visualización 
de tubos polínicos hasta el ovario. En los pistilos control, el porcentaje de tubos polínicos 
que llegaron al estigma fue mínimo (9,1 %). En la cruza 15x14 no se pudo visualizar ni la 
presencia de polen ni el desarrollo de tubos polínicos en ninguna de las secciones del 
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polinización exitosa (Tabla 4). 
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Tabla 4. Porcentajes de granos de polen que lograron el desarrollo de los tubos polínicos hasta determinadas 
secciones del pistilo 


Cruzas 
Compatibles incompatibles 
1x17 15x14 17x17 17x22 
Desarrollo de TP [Polinizadas Control |Polinizadas| Control |Polinizadas| Control |Polinizadas Control 

(1/3) estigma 182% | 91% . “ 38,89% | 10,53% | 2309% | 33,33% 

(2/3) estilo 45,5 % 0% . , 50% 68,42% | 46,15% | 66,67 % 

(3/3) ovario 0% 0% - - 11,11% 0% 769% 0% 
Sinpolen/sin | 363% | 909% | 100% | 100% | 0% |2105% 2307% | 0% 

desarrollo 


Con respecto a las cruzas incompatibles, en la cruza 17x17 se observó un porcentaje alto 
de crecimiento de tubos polínicos, donde el 38,89 % alcanzó el estigma, mientras que 
el 50 % se estancó en el estilo. Solamente el 11 % de los tubos polínicos se desarrollaron 
hasta el ovario. En los pistilos control también se reportó un alto crecimiento de tubos 
polínicos del 68,42 % que se desarrollaron únicamente hasta el estilo. En la cruza 17x22 
se registró el 23,09 % de tubos polínicos que crecieron hasta el estigma, el 46,15 % se 
desarrolló hasta el estilo, y solamente el 7,69 % llegó hasta la tercera parte del pistilo que 
corresponde a la zona del ovario. En las muestras control el 66,67 % de tubos polínicos 
se desarrollaron hasta el estilo (Tabla 4). 


DISCUSIÓN 
Comparación de la expresión de la S-RNasa en cruzas compatibles e incompatibles 


Como se ha mencionado, uno de los objetivos de esta investigación fue estudiar la 
expresión del gen de la S-RNasa y cómo su expresión está relacionada con el crecimiento 
de tubos polínicos a lo largo del estilo. Los datos de la Tabla 3 indican que las cruzas 
incompatibles, es decir, aquellas que son genéticamente emparentadas (presentan los 
mismos alelos), muestran una mayor expresión del gen de la S-RNasa en comparación 
a las cruzas compatibles. Se espera que la expresión de este gen sea mayor en cruzas 
incompatibles ya que este se encarga de codificar proteínas que degradan el ARN, lo que 
genera que se detenga el crecimiento de los tubos polínicos dentro del pistilo, y de esta 
manera evitar la fecundación, lo que ha sido ampliamente reportado en la literatura [12-15]. 


Desarrollo de tubos polínicos en las diferentes cruzas 
Con respecto a las cruzas compatibles, en la cruza 15x14, en los pistilos polinizados no 


se observó crecimiento de tubos polínicos en ninguna de las secciones (estigma, estilo, 
ovario) y se confirmó que tampoco había polen en el estigma. Esto indica que algunos 
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factores influyeron posiblemente en la polinización como la receptividad del pistilo o 
la temperatura del ambiente. La receptividad se refiere a la capacidad del estigma para 
beneficiar la posible germinación de polen [33]. Por lo tanto, se debe considerar el estado 
de recolección del pistilo, ya que según Ramírez €: Davenport [2], cuando las flores se 
encuentran en el estado recomendado (F o G), próximas a abrirse, secretan sustancias 
que ayudan a la germinación del polen hallándose más receptivas [33]. La receptividad 
también se puede ver afectada por la temperatura. De hecho, para que una fertilización 
sea exitosa es importante considerar la temperatura en la que se mantiene el pistilo 
[34]. En este caso, la temperatura del lugar (Cayambe) donde se recolectaron las flores 
no supera los 20 *C, mientras que, en donde se realizaron los procesos de polinización y 
extracción (Cumbayá), la temperatura llegaba hasta los 25 *C. Se conoce que en diversos 
cultivares de Prunus cuando son expuestos a altas temperaturas, aproximadamente 23- 
25 *C, puede reducirse la efectividad de la polinización, influyendo tanto en la cantidad 
de granos de polen que se adhieren al estigma, como en la velocidad de crecimiento 
de tubos polínicos [35]. 


De acuerdo con los resultados obtenidos, en las cruzas incompatibles es posible suponer 
que el sistema GSI ha sufrido algún rompimiento, ya que se observa un alto porcentaje 
de los tubos polínicos que llegaron hasta el ovario, específicamente en aquellas cruzas 
del árbol 17 (17x17 y 17x22) (Tabla 4). En los experimentos realizados por Gordillo et 
al. [30], se observa un comportamiento similar en los pistilos polinizados de las mismas 
cruzas (17x17 y 17x22), donde se reporta un alto porcentaje de desarrollo de tubos 
polínicos que llegan hasta el estilo y algunos, inclusive, hasta el ovario. 


Implicación de un posible rompimiento del GSI 


Es esencial destacar que los resultados obtenidos en este estudio han contribuido 
significativamente a nuestra comprensión de la influencia del gen de la S-RNasa y han 
sentado las bases para futuras investigaciones en el campo de la incompatibilidad 
gametofítica (GSI) en Prunus serotina subsp.capuli [20, 30]. Sin embargo, para 
obtener una visión completa y detallada de este sistema, es necesario llevar a cabo 
investigaciones que aborden otros aspectos importantes, como la expresión y la 
influencia del gen SFB [38]. 


En otras especies de Prunus pueden ocurrir mutaciones que implican la pérdida de 
funcionalidad genética en el gen de la S-RNasa y en el gen SFB [31, 32, 39, 40, 411. En 
estas circunstancias, el sistema de incompatibilidad gametofítica (GSI) no se activa, 
lo que implica que el crecimiento de los tubos polínicos pueda alcanzar la zona del 
ovario y, potencialmente, fecundar el óvulo y formar frutos. Esta ruptura en el GSI se ha 
reportado con mayor frecuencia en el gen SFB y se ha observado en especies Prunus 
como P avium, P armeniaca, P dulcis, P pyrifolia y P saliciana [42-47]. 


La investigación de las mutaciones que puedan afectar a la funcionalidad del GSl en 
el capulí, no solo tiene importancia biológica, sino que también tiene implicaciones 
prácticas relevantes en el ámbito agrícola. Esta disrupción en el sistema se considera 
una ventaja prometedora, ya que puede mejorar la eficiencia de los cultivos y conducir 
a una mayor producción de frutos. Esto brinda una valiosa oportunidad económica para 
los agricultores locales y puede crear una base sólida para tomar decisiones informadas 
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sobre la selección de variedades de capulí que tengan una producción eficiente [46-501. 
Tener mayor información de procesos biológicos como es el GSI, contribuye para que los 
agricultores puedan optimizar sus prácticas de cultivo y, al mismo tiempo, preserven la 
variabilidad genética de la especie, que es esencial para combatir enfermedades, plagas 
y condiciones climáticas cambiantes que pueden afectar el éxito de la producción 
agrícola [49,50]. 
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